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Complexe temaire de chitosane, d'ions calcium et de lipides, proc6d6 de preparation et ieurs applications. 



^ff L'invention ooncerne un complexe temaire stable de 
cTEiiosane, de lipide et de calcium. 

Le lipide peut gtre sous forme de sel nrK>novatent de m6- 
tal alcalin. de preference le sodium. 

Ce complexe peut etre utilise pour stabiliser des disper- 
sions aqueuses de liposomes. 

Ce complexe peut presenter un spectre infrarouge, tel 
qu'observe e la figure 2. 




Spvctre I.R. da cooplsze abteoii par addition d« 5.tO"*(1 ciittosane 
dana un* aolutLon contenant I.iC'h und£c/l£nat« de Na et 
1.IO"'l1 CftClg 
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CompLexe ternaire de chitosane^ d'ions calcium et de L-rpides^ pro- 
cede de preparation et Leurs appU cat-ions . 

La presente invention concerne essentieLLement des com- 
05 pLexes ternaires de chitosane, d'ions caLciura, et de Lipides, Leur 

precede de preparation et Leurs appLications- 

On sait que Le chitosane est un polysaccharide obtenu par 

N-desacetylation de la chitine, constituant important des exo- 

squelettes de tous les arthropodes. 
10 Le chitosane a deja ete utilise comme biomat^riau off rant 

de nombreuses applications dans les domaines de la medecine^ de la 

pharmacie ou de I' agroaliraentai re- 
Dans le doniaine medical, ces proprietes de biodegradabi- 

lite, de non-toxicite, d'hemostatique local, de non-antigenicite, 
15 etCp, lui ont donne des debouches dans des applications de cicatri- 
sation et de culture cullulaire comme decrit dans R.A.A. 

Muzzarelli, G. Biagini, A. Pugnaloni, 0. Filippini, V- Baldassarre, 

"Reconstruction of parodontal tissue with chitosan", Biomaterials, 

1989, 20, 598-603. 

20 Ces proprietes hypocholesterol^miantes ont 6te d^montrees 

chez le rat, en application alimentaire, comrae decrit dans 
M. Sugano, T- Fujikawa, V, Hiratsuji, Y. Hasegawa. "Hypocholestero- 
lemic effets of chitosan in cholesterol-fed rats". Nutrition 
reports international, 1979, J19, 327-34. 

25 Egalement, ces proprietes biostimulantes et bio- 

protectrices ont ete revelees dans le domaine agricole comme decrit 
dans R.E. Lewis, "Treatment of plants with salts of chitosan". 
International Patent, W089/07395, ou de maniere plus gdnerale en 
biologie vegetale comme decrit dans H. Hauss, W. Jeblick and 

30 A. Domard, "The degree of polymerization and N-acetylation of 
chitosan determine its ability to elicit callose formation in 
suspension cells and protoplasts of catharanthas roseus". Planta, 
1989, 178, 385-92. 

On sait egalement que les Lipides et les ions calcium 

35 jouent un role dans La pLupart des m^canismes bioLogiques, que ce 
soit dans le domaine animal ou v^g^tal. 
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La presente invention est basee sur La decouverte inat- 
tendue qu'iL ^tait possible de preparer des compLexes ternaires 
stables de chitosane, de Lipides et d'ions calcium et que ces com- 
plexes ternaires stables presentaient un effet de synergie permet- 

05 tant d'aboutir Lorsque cela est desire a une maitrise partielle ou 
complete du controle des m^canismes bioLogiques essentiels- 

La presente invention a done pour objet principal de 
resoudre le nouveau probleme technique consistent en la fourniture 
d'une solution permettant de regler la teneur d'un milieu en ions 

10 calcium, en lipides ou en chitosane d'une maniere independante ou 
simultanee- 

La presente invention a encore pour but de resoudre ce 
nouveau problfeme technique d'une maniere simple, fiable et repro- 
ductible en permettant ainsi d'utiliser La solution propos^e dans 

15 un nombre considerable d' applications, en particulier I'epuration 
des eaux us^es, I'agriculture, I' Industrie agroalimentaire, la 
dietetique, notamraent par le biais de regimes hypoLipidiques, la 
cosmetologie, notamment par des preparations amincissantes externes 
en application cutanee, la medecine, notamment pour le traitement 

20 de certaines Lesions- 
La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une solu- 
tion permettant de soustraire ou d'apporter a un milieu de maniere 
independante ou siraultanee le chitosane, un Lipide ou du calcium. 

25 Tous ces problemes techniques sont r^solus pour la pre- 

miere fois par la presente invention d'une maniere satisf aisante, 
simple, fiable et reproductible, en etant ainsi utilisable a 
I'echelle industrielle. 

Ainsi, selon un premier aspect. La presente invention 

30 fournit un compLexe ternaire stable de chitosane, de Lipide et de 
calcium. 

Selon un mode de realisation particulier, ce complexe 
ternaire est caracterise en ce que Le lipide est sous forme de sel 
monovalent de metal alcalin, de preference un sel de sodium. 
35 Selon une autre variante de realisation, ce complexe ter- 

naire est caracterise en ce que Le lipide est forme par un acide 
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gras sature ou insature, en particuLier en phosphoLipide teL que La 
Lecithine, 

SeLon un autre mode de realisation particuLier, ce com- 
pLexe ternaire est caract^rise en ce qu*iL est sous forme d*un 
compLexe poLynucLeaire dans LequeL Le nombre d'atomes de calcium 
par rapport au nombre de molecules de chitosane ou de Lipide est 
superieur a 1, et en particuLier compris entre plus de 1 et 4. 

Selon encore un autre mode de realisation particuLier, le 
compLexe ternaire presente un rapport molaire lipide/ion calcium/ 
chitosane de 1/1/1 ; ou 2/1/1 ou 3/1/1. 

On peut observer que Le compLexe ternaire selon I* inven- 
tion est stable et se forme entre Les fonctions -NH^ des motifs 
glucosamine du chitosane, les ions calcium et les sites anioniques 
des Lipides, c'est-a-dire soit les fonctions carboxylate -COO" et/ 
ou phosphate dans le cas de phospholipides du type P-o". 

On peut donner, sans Limitation, La formuLe du compLexe 
comme suit : 

r-NH,Ca (COO) l^^m-n)"" 
^ m n 

dans laquelle -NH^ symbolise une fonction amine du chitosane et COO 
symbolise une fonction acide du Lipide- 

Ce compLexe ternaire peut etre defini comme etant de deux 
types, soit de type mononucleai re Lorsque m = 1 (un seul ion cal- 
cium), avec n variant de 1 S 7 en particuLier de 1 ^ 3, et des 
complexes polynucleaires ou m est superieur a 1, en particuLier 
est plus grand que 1 et inf^rieur S 10, encore mieux entre 4 et 10. 

Selon une autre caracteristique particuliere du compLexe 
ternaire, celui-ci est caracterise en ce que le chitosane presente 
un degre d'acetylation inferieur a 30 %, encore de prgf^rence 
presente un taux d'acStylation residuel inferieur a 0,5 % en 6tant 
ainsi essentiellement totalement d^sacetyle. 

Selon une autre caracteristique particulierement avanta- 
geuse de I* invention, Le chitosane presente une masse mol6cuLaire 
allant de La masse moUculaire de MoLigomere ^ des polymeres pre- 
sentant une masse moleculaire superieure a 5 000. 

Par ailleurs, selon une autre caracteristique particu- 
liere de I' invention, les ions calcium sont apportes par tout sel 
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de caLcium soluble dans I'eau au pH utilise, L'anion associe a 
I'ion calcium dependra naturellement de I'application choisie et 
pourra etre en particulier un chlorure. Tout autre anion peut §tre 
utilise dans La mesure ou il n' interfere pas avec la formation du 

05 compLexe ternaire recherche. 

Selon un second aspect, la presente invention fournit 
egalement un precede de preparation d'un coraplexe ternaire stable 
de chitosane, de lipide et de calcium, caracterise en ce qu'on met 
en presence Le chitosane, Ledit Lipide sous forme de sel monovalent 

10 de metal alcalin et des ions calcium. En particulier, cette mise en 
presence est realisee par dissolution ou mise en suspension dans 
une solution aqueuse, en particulier a un pH compris entre 5,5 et 
6,5 environ- 

Selon un mode de realisation particulier du procede, la 
15 mise en presence precitee comprend I' introduction du chitosane sous 
forme amine Libre en particulier a I'etat solide, dans une solution 
contenant des ions calcium et le Lipide sous forme de sel mono- 
valent. 

Selon un autre mode de realisation particulier du pro- 

20 cede, la mise en presence precitee comprend tout d'abord la forma- 
tion d'une solution liposomale des Lipides precites, puis L'ajout 
dans cette solution de I'ion caLcium, puis l'ajout de chitosane 
soit sous forme solide en suspension, soit sous forme dissoute 
dans une solution aqueuse- 

25 Selon un autre mode de realisation particulier du pro- 

cede. La mise en presence precitee comprend tout d'abord La mise en 
solution du chitosane dans une solution aqueuse dont Le pH est com- 
pris entre 5,5 et 6,5 environ, dans LaqueLle on ajoute ensuite des 
ions calcium, en particulier en concentration voisine de celle en 

30 residu glucosamine du chitosane, puis enfin on ajoute une solution 
du Lipide pr^cit^ sous forme de sel monovalent. 

Selon une variante de realisation particuliere du pro- 
c6d6, on augmente progressivement La quantity de Lipide ajoute 
pour une mime concentration initiale en calcium. 

35 Selon une autre variante de realisation particuli&re du 

procede, Le rapport initial en ions caLcium par rapport au norabre 
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de groupes du chltosane est Sieve, en etant au moins egaL h 4 
et de preference compris entre 4 et 10, en formant ainsi des com- 
pLexes poLynucLeaires obtenus avec au moins 4 ions calcium pour un 
groupe NH^ du chitosane et 1 mole de lipide. 

05 Selon un troisieme aspect, la presente invention fournit 

egalement un procede de stabilisation de dispersion aqueuse de 
Liposome, caracterise en ce qu'on forme un complexe ternaire stable 
par addition dans ladite suspension de Liposome, de chitosane et 
d'ions calcium de maniere a former un complexe ternaire stable de 

10 chitosane, de calcium avec des lipides constituent Les liposomes- 

SeLon ce troisieme aspect, on pourra stabiliser les lipo- 
somes dans Le cadre de la cosmetologie, de La pharmacie, les lipo- 
somes encapsulant alors des principes actifs, la medecine dans les 
applications medicales ou Le Liposome joue un role important seul 

15 ou par Les principes actifs qui Le renferment, ainsi que dans Le 
cadre de I'agriculture ou la stabilisation de Liposome seul ou 
encapsulant un principe actif utilise comme biostimuLant ou bio- 
protecteur- 

Egalement, selon un quatrieme aspect, la presente inven- 
ZO tion concerne L'uti Lisation du complexe ternaire stable precite 
comme reserve individuelle ou simultanee de chitosane, Lipide, 
calcium, en particulier pour regular Les flux de calcium ou Les 
echanger a la surface d'un milieu, comme biomateriau ou en implant 
creant une bioactivit6- 
25 Dans ce cas, Les debouches sont la cosmetologie, en par- 

ticulier des preparations epidermiques biostimuLantes regSnfira- 
trices, la medecine, en particulier en cicatrisation comme milieu 
de culture favorable ^ la multiplication cellulaire, en implan- 
toLogie comme biomateriau en tant que tel ou en association a la 
30 surface d'un implant pour crSer La bioactivit^, en particulier une 
bioadhesion. 

La presente invention concerne encore selon un cinqui^me 
aspect un procede de controle de La teneur individuelle ou simul- 
tanee en chitosane, lipide ou calcium d'un milieu bioLogique, 
35 caracterise en ce qu'il comprend La formation in situ du complexe 



6 



2667072 



ternaire stable pr^cite par rapport in situ de fun ou des autres 
constituants du complexe ternaire autre que Le constituant dont la 
teneur est a contr8ler. 

Ainsi, si I'on veut controLer la teneur en Upide d'un 
milieu, en particulier en eliminant le lipide present dans le 
milieu, on procWe alors k fapport d'ions calcium et de chitosane 
pour former le complexe ternaire stable preciti qui se s§pare pour 
precipitation dans Le cas oCi c-est le calcium qui doit §tre con- 
tr6le notamment en 6tant partiellement ou totalement elimine, on 
procede a un apport de lipide et de chitosane pour former le com- 
plexe ternaire stable precite. II est encore possible, par exemple, 
de controler La teneur simultanee en Lipide et en calcium, en par- 
ticulier pour eliminer chacun de ces deux elements du milieu, en 
apportant du chitosane seuL en quantite suffisante pour former Le 
complexe ternaire stable precite. Toutes Les variantes possibles 
sont naturellement clairement apprehendees par L'homme de L'art et 
font partie integrante de La pr^sente invention. 

Ce procede peut etre applicable dans de nombreux 
domaines, en particulier dans Le cadre de la dietetique ou dans le 
cadre de regimes hypolipidiques, dans le cadre de la cosraetoLogie 
pour des preparations amincissantes externes en application 
cutanee, dans le cadre de la medecine pour le traiteraent de 
certaines Usions, dans le cadre de I'gpuration des eaux usees pour 
Eliminer des Lipides dans les effluents industriels comme ceux con- 
cernant le doraaine alimentaire, dans le cadre de I'agriculture pour 
La protection des vdgdtaux, semences, racines, tiges, feuiLles, 
fleurs, fruits, ou dans le cadre de biostimulant favorisant Les 
facteurs de croissance. 

On peut encore citer les biotechnologies oil I'emploi du 
complexe ternaire stable de I 'invention est int6ressant comme 
milieu de culture celLulaire animate ou vegetale, ou dans L'agri- 
culture dans le cadre de L'amendement des sols. 

Le complexe ternaire selon L' invention presente une grande 
stabitite qui Lui permet de supporter une temperature au moins 
6gal h 45°C, ce qui permet de preparer des compositions 
cosmetiques ou pharmaceutiques pour lesqueLles il est exige une 
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stabiLite a une temperature au moins egaLe a 45°C. 

D'autres buts, caract^ristiques et avantages de L' inven- 
tion apparaitront cLairement a I'homme de L'art a parti r de La 
description explicative qui va suivre faite en reference a pLu- 
sieurs exempLes de preparation donnes simpLement S titre d' illus- 
tration et qui ne sauraient done en aucune fapon Limiter la portee 
de I' invention. Ces exempLes sent donnas en reference a plusieurs 
figures repr^sentant des spectres infrarouges obtenus comme suit : 

- La figure 1 represente le spectre infrarouge du chito- 
sane totalement desacetyle ; 

- la figure 2 represente le spectre infrarouge du com- 
plexe obtenu par addition de 5.1o"^ M chitosane dans une solution 
contenant 1.10 ^ M d'undecylenate de sodium et 1,lo""' M de chlorure 
de calcium ; 

- la figure 3 represente un spectre infrarouge d'un film 
de chitosane apr^s 13 jours de trempage dans une solution 
d'undecylenate de sodium 1.1o"^ M contenant 1-1o"^ M de chlorure de 
calcium ; et 

- La figure 4 represente un spectre infrarouge d'un film 
de chitosane apr§s 9 jours de trempage dans une suspension de Lipo- 
some de L^cithine (10 mg/ml) contenant Llo""^ M de chlorure de 
calcium- 

Exemple I : Preparation de complexes ternaires chitosane^ ions cal- 
cium^ acide gras en solution 

I"A : Preparation des solutions de chitosane 

On part de chitosanes produits en France par La societe 
Aber Technologies, Les diff6rents Lots sont purifies de la fapon 
suivante : 4,8 g sont dispenses sous agitation dans 1 I d"eau dis- 
tillee (ou deconisee), on ajoute 1,8 g d'acide acetique et la 
dissolution est atteinte au bout de 1 h. On filtre sous pression 
sur membrane Millipone juqu'a 0,22^m. La solution parfaitement 
Lirapide obtenue est alors precipitee par de L'ammoniaque di luee, a 
pH 8- ELLe est ensuite centrifugee et lavee trois fois de suite, le 
culot est dispose dans Le minimum d'eau et lyophylise (alternative- 
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ment iL peut etre Lave a L'aLcooL, fUtrS et seche sous vide a 
L'etuve a 50°C- Le soLide obtenu est aLors caracterise vis-a-vis de 
son taux d'acetyLation residueL par spectroscopie I.R. et de sa 
masse moUculaire par viscosimetrie (A. Domard and M- Rinauds, 
"Preparation and characterization of ForLLy deacetyLated chitosan". 
Int. J- Biol. MarcromoL, 7987, 5^, 49-52. 

Les chitosanes purifies peuvent etre desacetyLes totaLe- 
ment seLon La raethode decrite par A- DOMARD et CoLL (A. Domard 
and M- Rinauds, "Preparation and characterization of ForLLy 
deacetyLated chitosan'Mnt. J. BioL- MarcromoL, 1987, 5, 49-52), on 
prepare ainsi des poLy<gLucosamine) de degre d'acetyLation pouvant 
aLLer jusqu'a 6 000. 

Les chitosanes totaLement desacetyLes sont, pour cer- 

taines applications, hydroLyses seLon La methods proposes par 

A. DOMARD et CoLL, (A. Domard and N. Cartier, "GLucosamine 

oligomers : 1. Preparation and characterization". Int. J. Biol. 

MacromoL., 1989, 2% 297-302). 

Dans tous Les cas, on prepare des solutions meres h con- 
—2 

centration egale a 9 x 10 eq/L en dissoLvant 0,162 g de chitosane 
dans 20 ml d'acide chlorhydrique 0,05 M. 

I"B : Preparation de solutions d'acide gras 

Exemple : acide und6cyLenique 

L'acide undecylenique sous forme de seL de sodium est 

utilise sans purification suppLementaire (purete 98 %). On prepare 

une solution mere d'undecylenate de sodium a La concentration de 
-2 

5 x 10 eq/L en pLagant 0,2063 g d'undecylenate de sodium dans 
20 ml d'eau. La concentration est verifies par dosage et §ventueL- 
Lement ajustee. 

I"C : Preparation de solutions de chlorure de calcium 

On prepare des solutions meres 1o"^ M en dissoLvant du 
chlorure de calcium anhydre dans La quantite nficessaire d'eau. 
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I-D : Melange des produits 

i. Si L'on part d*une solution de chitosane 5 x 1o"* eq/l 
portee a pH environ 5^5 contenant 5 x lo"* 6q/l de CaCL^, on forme 
pref^rentiellement le complexe 1/1/1 pour Les concentrations en 
undecyLenate de sodium ajoutees inf^rieures a 1 x lo"^ M. Le com- 
plexe 2/1/1 est principalement forme pour les additions en undecy- 
lenate correspondant aux concentrations comprises entre 1,5 x lo"*^ 
et 2 X 10 ^ M. Le complexe 3/1/1 est enfin forme pr^f^rentiellement 
au-dela des concentrations correspondant a 2,5 x 10"^ M. 

ii. Si I'on part maintenant d'une solution de chitosane 
5 x 10 eq/l contenant 1 x 1o"^ mole/l de chlorure de calcium, on 
forme preferentiellement le complexe 1/1/1 jusqu'^ une concentra- 
tion d'undecylenate ajout^ de 5 x 1o"^ M. 

iii. Si I'on part d'une solution de chitosane 
5 x 10 eq/l contenant 5 x 1o"^ mole/l de chlorure de calcium, on 
forme preferentiellement des complexes polynucleaires en calcium. 

iiii. Si I'on part d'une solution d'undecylenate de 
sodium 1 X lo"-^ Pt contenant 1 x 1o"^ mole/l de chlorure de calcium 
on forme, des la premiere addition de chitosane, un precipite cor- 
respondant a une association ternaire contenant de moins en moins 
de calcium par fonction NH2. Si I'on se place dans les conditions 
ou I'on a ajoute une fonction amine pour deux lipides et qu'on 
abandonne la solution pendant deux jours, Le produit ayant preci- 
pite est filtre et caracterise (apres Lavage a I'eau distillee) par 
microanaLyse. On montre (tableau I> que dans ce cas La complexation 
a ete suivie d'une adsorption de lipides suppl^mentaire sur le pre- 
cipite et qu'il est possible ainsi de soustraire Les lipides du 
milieu des que le processus de complexation ternaire est amorce, 
alors qu'aucune interaction lipide chitosane n'est obtenue en 
I' absence de calcium. Une autre caract^risation est obtenue par 
spectroscopie IR (figure 2). Le complexe ternaire se manifeste par 
La presence de trois types de bandes : celles que I'on peut consi- 
derer comme typiques du Lipide (a 2928, 1658, 1411 et 909 cm"''), du 
chitosane (a 3960, 1148 et 1085 cm"'') et celles nouvelles liees a 
la formation du complexe (1709 et 1546 cm"^). 
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iiiii. line autre possibility de former Le compLexe ter- 
naire consiste a partir d'un melange 5 x 10 ^ M d'undecylenate de 
sodium et 5 X 10 eq/l de chitosane auquel on ajoute du chlorure 
de calcium. 

05 

Exemple II : Preparation de complexe ternaire chitosane^ ion cal- 
cium^. acide gras en partant de chitosane solide 

Preparation d'un film de chitosane 

10 Un film de chitosane est prepare en dissolvant 15 mg de 

chitosane totalement desacetyle dans 1,2 ml d'acide acetique dilue 
k 1 %- Le film est forme par evaporation, a I'etuve a vide a 70*^C, 
de la solution etalee sur une plaque de verre. II est ensuite 
detach^ par immersion dans un bain ammoniacal dilue et d*alcool 

15 methylique, puis seche sous vide a 70^C. 

Formation du complexe 

Les films sont immerges sous agitation lente, dans 20 ml 

de solution d'undecylenate de sodium 1 x 10 M contenant du chlo- 

20 rure de calcium 1 x 10 ^ M. Le complexe ternaire s'etablit progres- 

sivement au cours du temps- II peut etre aiseraent caracterise par 

spectroscopie IR (figure 3) apres lavage du film a pH 7 et sechage. 

Comme dans I* exemple precedent, on retrouve les bandes caracteris- 

tiques du chitosane (a 3960, 1582, 1148 et 1085 cm"'') du lipide (a 
"1 

25 2930 et 1640 cm ) et les nouvelles liees a la formation du com- 

-1 

plexe (a 1560 cm en particulier) - 

Dans tous les cas des exemples I et II, les complexes 
ternaires sont formes dans des solutions contenant du chlorure de 
sodium 0,3 M pour maintenir une force ionique constante facilitant 
30 les mesures de concentration en ions calcium libres, force ionique 
qui a priori ne joue aucun role sur la stabilite des complexes- 
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ExempLe III : Preparation de complexes terna-rres chitosane^ ions 
calcium^ Liposomes a parti r de solutions de chitosane 

Preparation de liposomes de Lecithine 

05 On evapore une solution contenant 100 mg de lecithine 

dans 10 ml d'un melange chloroforme ethanoL (1/1) a I'aide d'un 
evaporateur rotatif, sous vide, a 40"50°C. Le film obtenu est dis- 
perse dans 10 ml d'eau- Cette suspension est soumise a sonication 
grace a une microsonde a ultrasons (25 W pendant 20 min). Le 

10 liquide apparait alors limpide. II est centrifuge 45 min a environ 
10^ G. Le surnageant contient des vesicules unilamellaires (SUV) 
dont la forme et les dimensions sont controlees par microscopic 
§lectronique ^ transmission. 

15 III-B Formation du complexe ternaire 

Si Mon ajoute une solution de chitosane (5 x lo"^ eq/l) 
a une suspension dilute de SUV de lecithine (environ 7 mg dans 
40 ml) placee ^ pH 5,5 il se forme une interaction ternaire chito- 
sane, calcium, liposomes. Pour des pH initiaux superieurs pouvant 

20 aller jusqu'S 6,1, L'interaction est plus efficace. Le meme type 
d" interaction est aussi obtenu avec des liposomes multilamellaires. 

Exemple IV : Preparation de complexes ternaires chitosane, ions 
calcium, liposomes a parti r de chitosane soLide 

25 Les liposomes sont prepares comme dans I'exempLe III et 

les films de chitosane comme dans I 'exemple II. Un film de chito- 
sane est tremp6 dans 10 ml d'une suspension de Liposomes de Leci- 
thine (10 mg de Lecithine/ml) placee a pH 5,5 et a 37°C en presence 
de chlorure de calcium 0,05 M. La solution de Liposome peut etre 

30 renouvelee regulierement en fin de cycle, le film est lave a l*eau 
a pH 7, puis secM sous vide. Le complexe est caracterise par spec- 
troscopie I.R, (figure 4). Les bandes du chitosane sont les mgmes 
que dans I'exemple III, celles du Lipide (essentiellement a 
2930 cm ) et Les nouvelles typiques du complexe a 1620 et 

35 1535 cm"^. 
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Dans tous Les cas, Les melanges sont operes en presence 
de chLorure de sodium 0,3 M qui n' influence pas la stabilite du 
complexe. 
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REVENDICATIONS 



1* CompLexe ternaire stable de chitosane, de Lipide et de 

calcium. 

05 2. Complexe ternaire selon la revendi cation 1, caract^- 

rise en ce que le Lipide est sous forme de sel monovalent de m^tal 
alcalin, de preference le sodium. 

3. Complexe ternaire selon la revendication 1 ou 2, 
caract^ris6 en ce que le lipide est forme par un acide gras sature 

10 ou insature, en particulier un phospholipide tel que la Lecithine- 

4. Complexe ternaire selon I'une des revendications 1 a 
3, caracterise en ce qu'il est sous forme d'un complexe poly- 
nucLeaire dans Lequel le nombre d'atomes de calcium par rapport au 
norabre de molecules de chitosane ou de lipide est superieur a 1 et 

15 inferieur S 10. 

5- Complexe ternaire selon I'une des revendications 1 a 
3, caract§rise en ce que le rapport moLaire lipide/ion calcium/ 
chitosane e»st de 1/1/1 ; ou 2/1/1 ou 3/1/1- 

6. Procede de preparation d'un complexe ternaire stable 
20 de chitosane, de lipide et de calcium, caracterise en ce qu'on met 

en presence le chitosane, ledit Lipide sous forme de sel monovalent 
de metal alcalin et des ions calciura- 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce 
que la mise en presence precitee est r^alisee par dissolution ou 

25 mise en suspension dans une solution aqueuse, en particulier a un 
pH compris entre 5,5 et 6,5 environ. 

8- Procede selon La revendication 6 ou 7, caracterise en 
ce que la mise en presence precitee comprend L' introduction du 
chitosane sous forme amine Libre en particulier a I'etat solide, 

30 dans une solution contenant des ions calcium et le Lipide sous 
forme de seL monovalent. 

9. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise en 
ce que la mise en presence precitee comprend tout d'abord la forma- 
tion d'une solution liposomale des lipides precites, puis L'ajout 

35 dans cette solution d'ions calcium, puis I'ajout de chitosane soit 
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sous forme soLide en suspension, soit sous forme dissoute dans une 
solution aqueuse. 

10. Procede seLon La revendi cation 6 ou 7, caracterise en 
ce que La raise en presence precitee comprend tout d'abord La mise 

05 en solution du chitosane dans une solution aqueuse dont le pH est 
compris entre 5,5 et 6,5 environ, dans laquelLe on ajoute ensuite 
des ions calcium, en particulier en concentration voisine de celle 
en residu glucosamine du chitosane, puis enfin on ajoute une solu- 
tion du lipide p recite sous forme de sel monovalent- 

10 11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce 

qu'on augmente progressi vement la quantite de Lipide ajoute pour 
une meme concentration initiale en calcium. 

12- Procede selon L'une des revendi cat ions 6 a 10, carac- 
terise en ce que le rapport initial en ion calcium par rapport au 

15 nombre de groupes NH^ du chitosane est eleve, en etant au moins 
egal a 4 et de preference compris entre 4 et 10, en formant ainsi 
des complexes polynucLeaires obtenus avec au moins 4 ions calcium 
pour un groupe NH^ du chitosane et 1 mole de lipide. 

13- Procede de stabilisation de dispersion aqueuse de 
20 liposomes, caracterise en ce qu'on forme un compLexe ternaire 

stable par addition dans ladite suspension de liposomes de chito- 
sane et d'ions calcium de maniere a former un complexe ternaire 
stable de chitosane, de calcium avec les Lipides constituant les 
liposomes. 

25 14. Dispersion aqueuse de liposomes stabilises, 

caracterisee en ce que le Lipide se pr6sente sous forme d'un 
complexe ternaire stable de lipides chitosane et calcium- 



30 



35 
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